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PROCEDE ET OISPOSIIIF DE PRODOCTIOM 
OZRECTE OE KAMOCAPSULES 



La presence invention concerne la priparacion, obten- 
tion ou production de nanocapsulea incorporant une substance 
active, en particulier des liposomes. 

Les liposomes sont des visicules, ou capsules, ou 
spheres artificielles, ayant un. diamitre de I'ordre d'une 
cen-taine de nanom4tres, bien connus dans diffdrents 
domaines techniques, notamment la pharmacie. Ces liposomes 
sont mis en oeuvre pour incorporer une substance active, 
soit dans un milieu aqueux remplissant le volume 
intraliposomial, soit dans la parol du liposome, et 
transporter la m«me substance active vers un site ou la 
substance active sera liberie et utilisee i differences 
fins . 

Par "substance active", -au sens de la prisente inven- 
tion, on entend toute matiire, produit, compos6, ou 
raatferiau, susceptible d'4tre encapsuli selon les techniques 
usuelles de preparation des liposomes, et prisentant une 
utility ou fonction technique, ou risultat, dans un 
processus, proc.6d6 ou mtthode, de nature physique, chimique, 
physicochimique, thirapeutique, pharmacologique, biologique 
ou biochimique par exemple. 

Ressortent de cette definition : 

- les principes actifs midicamenteux 

- du materiel biologique, tels que des eniymes, ou 
fragments d'ADN ou ARN 

- des produits cosmitiques, nutritifs 

- des produits phyto-sanitaires 

- des agents de modification de 1 -aspect, du goOt, ou 
de la texture d'un aliment. 

Les liposomes sont maintenant bien connus, et ont 6t6 
dicrits et 6tudi6s, dans quelques ouvrages ou publications 
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de r6f§rence, auxquels on se reportera ctilement, et parmi 
lesquels, on peut citer : 

- Les liposomes, applications th6rapeutiques, de F. 
PUISIEUX et J. DELATTRE, aux Editions Techniques et 
Documentation - LAVOISIER. 

Les liposomes en biologie cellulaire et 
pharmacologie, de Patrick MACHY et Lee LESERMAN, aux 
Editions INSERM. 

En particulier, les liposomes ont 6t6 classes en 
diff6rentes categories, au rang desquelles on peut 
distinguer : 

- les visicules multilamellaires, en abrige MLV 

- les grandes v^sicules unilamellaires, en abrege LUV 

- les petites vesicules unilamellaires, en abr6ge SUV. 

Les matiires premieres n6cessaires A la preparation ou 
synthase de ces liposomes sont essent iellement les 
suivantes: 

a) Un compose amphiphile/ constitutif de la parol 
du liposome, tel que : 

- les phospholipides, comme la licithine, les 
phosphatidylcholines naturelles ou synthetiques, les sphin- 
gomyelines, les phosphatidylinositols, les phosphat idyls^ri- 
nes, les lysophosphatidylcholines, les dicitylphosphates, 

- les detergents de synthSse ou naturels. 

b) Eventuellement un compose de rigidif ication de 
la parol du liposome, tel que : 

- un compose polycyclique coraportant une chalne 
ramifiee, tel qu'un sterol/ comme le cholesterol, les 
phytosterols, la fluoresceine acide et ses esters, 

- certaines amines aromatiques, 

- certains sucres, comme les polyoses, la 
streptomycine. 
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c) Evcntucllcment un compos* conferanc une charge 
positive ou negative i la surface de la membrane cJs 
liposomes, tel que : 

- le dipalmitoyl phosphatidylglyc6rol, pour 
obtenir une charge negative, 

- la stfcarylamine, pour obtenir une charge 

positive. 

d) Eventuellement un agent antioxydant du compos* 
amphiphile, et/ou du compos* de rigidif ication, tel que le 
DL-Qf-tocophirol . 

e) La substance active pouvant €tre solubilis6e en 
milieu aqueux, ou dans le compos* amphiphile, ou dans un 
milieu organique appropri*. 

Ces diff*rentes mati*res sont solubilis6es ou mises en 
suspension dans dif£*rents milieux, aqueux et/ou organiques, 
afin de pr*parer les liposomes selon diffirentes m*thodes ou 
voies d'obtention faisant intervenir ces milieux. 

Sans entrer dans les d*tails et le classement des 
dif£*rentes m6thodes de pr*paration, la plupart de celles-ci 
op*rent par *tapes. 

La preraiire *tape consite i former une pseudo-membrane 
cellulaire, et A transformer cette membrane en une v*sicule 
stable. 

La deuxi*me *tape consiste * am*liorer les liposomes 
obtenus selon la premiire fctape, en les triant ou 
selectionnant par diff*rents moyens physiques, tels que 
passage dans une presse de FRENCH, un filtre, une sonication 
par exemple. Cette *tape permet notamment de transformer des 
populations plurimodales de liposomes de diff6rentes 
tallies, en des liposomes de petites tallies unilamellaires . 

La troisi6me et derniire *tape consiste A iliminer les 
mati*res preraiires non utilis*es dans le processus 
d 'encapsulation, ainsl que le ou les milieux de 
solubilisation ou suspension, par exemple par centrifugation 
ou chromatographie . 
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Touces ces techniques presentent en conunun un cercair. 
nombre d'inconveaiencs que I'on peut 4num«rer conune suit : 

- leur rendement est globalement faible, aussi bien en 
ce qui concerne le taux de matiire amphiphile consonunie dans 
le processus d 'encapsulation, qu'en ce qui concerne le taux 
de substance active incorpor*e dans les liposomes; ce 
rendement relativement faible allonge corrilativement les 
temps de production, 

- elles mettent en oeuvre des solvants organiques de 
dissolution, suspension ou dispersion, qu'il faut ensuite 
iliminer; ceci gin^re des contraintes de s6curit6, toxicit* 
par exemple, et passe par des traitements thermiques 
consommateurs d'^nergie, 

- les liposomes obtenus prisentent souvenc une grande 
dispersion, quant a leur forme finale, et £ la repartition 
de leurs dimensions unitaires. 

La pr6sente invention a pour objet une technique 
nouvelle de preparation, obtention ou production de 
nanocapsules, en particulier des liposomes, en une seule 
6tape, et autorisant la suppression de tout milieu organique 
de solubilisation, suspension ou dispersion. 

De maniire g6n6rale, selon la prisente invention : 

- on obtient un liquide de preparation par melange 
d'au moins un compose amphiphile, d'un milieu aqueux et de 
la substance active soluble ou dispersable dans le compose 
amphiphile ou le milieu aqueux, 

- on met en mouvcment.le liquide de preparation, et 

- on soumet ensuite le liquide de preparation en 
mouvement e une alternance de surpressions et depressions. 

Par depression et surpression, on entend toutes 
pressions respectivement inferieure et superieure i la 
pression statique du liquide de preparation, notamment un 
vide partiel pour la depression. Lorsque le liquide de 
preparation est en ecoulement, il s'agit de pressions 
locales respectivement inferieure et superieure A la 
pression statique de la veine du liquide en mouvement. 
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Par milieu aqueux, on entend toute phase aqueuse i 
l'4tat pur, ou comportant des sels en solution, par exemple, 
une solution isotonique apyrogine. 

Dif;4rentes voies physiques peuvent etre utilis^es 
pour soumettre le liquide de preparation en mouvement A une 
succession de surpressions et depressions. 

Selon un mode prefer* d'execution de 1 'invention, on 
utilise le phenomene de cavitation, en general nuisible au 
bon fonctionnement ou aux performances de differents organes 
ou machines, tels que pompes ou helices. Mais ici, selon la 
presente invention, ee phenomene sera volontairement 
reproduit, maltrise et contrflie, pour aboutir i une 
alternance r6petee de surpressions et depressions du liquide 
de preparation. On sait en effet que la cavitation d'un 
liquide s -analyse corame la generation au sein de la masse 
dudit liquide, de rones ou espaces locaux, sous depression 
ou vide partiel, et de zones ou • espaces locaux en 
surpression. 

La litterature technique decrit egalement de nombreu- 
ses voies de cavitation d'un liquide, sans qu'il soit besoin 
de les reprendre ici toutes. Ainsi, le phenomene de cavita- 
tion peut Stre genere et obtenu par saturation d'un gaz 
inerte dans le liquide de preparation, et desaturation du 
meme gaz, lequel provoque alors la cavitation recherchee. 

Un mode prefere d'execution de la presente invention, 
sous son aspect cavitation, consiste i faire circuler une 
veine ou un ecoulement du iiquide de preparation depourvu de 
tout relief interne et A soumettre cette veine au phenomene 
de cavitation selon le processus dlt -coup de beiier" d6ji 
bien etudie, par le choix approprie de conditions 
operatoires ou parametres mecaniques ou de construction. 

11 s'etablira ainsi dans la veine un regime permanent 
de cavitation generant d'une extremite A 1 'autre de la veine 
des oscillations de pression, c'est-A-dire des noeuds de 
surpression et depression, ayant une position relativement 



wo yi/UUU86 



PCi/CHyu/uuioi 



- 6 - 

stable. EC c-est dans les noeuds de depression que le 
liquiae subit les phinomines de cavitacion. 

Un dispositif de production directe de nanocapsuies 
selon 1' invention, comprend : 

une cuve de traitement, 

une pompe dont I'entrie d'aspiration communicue 
avec la cuve, 

un circuit de cavitation extirieur A la cuve 
communiquant i une extr6mit6 avec la sortie de refoulement 
de la pofflpe, 

des moyens pour alimenter la cuve en liquide de 
preparation et, 

des moyens pour recueillir les nanocapsuies 

obtenues . 

Egalement selon I'invention, la pression statique du 
liquide de preparation en mouvement est ajustie en-dessus du 
seuil de fusion des composes amphiphiles presents, en 
particulier des lipides s'agissant de la preparation des 
liposomes . 

Les parametres operatoires et mecaniques choisis pour 
l-ecoulement du liquide de preparation, soumis aux 
oscillations de pression, sont correies par 1 'equation 
suivante : 



a = 



dans laquellej 




a - Vitesse de propagation des oscillations de pression, en 
m/s 

^ - masse volumique du liquide de preparation en Kg/m3 
t. - nodule d-eiastlcite de volume dudit liquide, en N/m2 
D - diametre de la veine de I'ecoulement, en m 



e - ipeisscur ce la parol canalisanc l'4couie=er.z, en n 
Z - .-aodule d'6-asticite de ladite parol en N/=i2 

?r6f«renrlellement, on choisit selcn 1 'invention ce 
cravailler avec une Vitesse lin^aire d'icouleaent au moi- 
4gale A 100 m/s dans un conduit A parols llsses et/ou un« 
pression statique du llquide en 4coule«ent a« moins 4gale A 
^00 bars. De relies conditions permettent, en particuUe- 
dans un cricuit fermi, de recycler le liquide de priparatio-- 
un grand nombre de fois par unit* de temps dans les rones de 
depression. 

Afln de rester en phase aqueuse, on peut preparer ur. 
lait de stabilisation par melange d'un compos* de 
rigidificatior. de la parol des nanocapsules, tel qu'- 
compos* polycyclique & chalne dans le cas des liposomes, 
avec un milieu aqueux de dispersion, et on ajoute ce la*- 
aqueux au liquide de preparation. 

On dispositif de production directe de nanocapsules 
conforme A la prisente invention, est maintenant dicrit par 
reference eux cesslns annexes dans lesquels : 

la figure 1 represente de maniire schematlque un d< s- 
positif selon 1' invention, 

la figure 2 reprisente de maniire sch«matique un icou- 
lement du liquide de preparation soumis de naniere contrfiiee 
au phenomene de cavitation, et 

la figure 3 represente de maniere sche.-natique un autre 
dispositif conforme i 1* invention. 

Un dispositif selon 1' invention comporte : 

- une cuve de traitement (i)/ resistant A des 
pressions importantes, par example de I'ordre de 100 A 200 
bars, pourvue d'un couvercle (2), pouvaat «tre fixe de 
maniere amovible et etanche sur la cuve (1); ce couvercle 
(2) sert A la fois pour alimenter la cuve en liquide de 
preparation, et pour evacuer le cas echeant de cette 
derniere la suspension de nanocapsules obtenue. 

- une pompe (3) dont 1 -entree d'aspiration {3a) commu- 
nique avec le fond de la cuve (1), 
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- un circuit de cavicacion (4), exc*rieur A la cuve 
(-), comaunicuanc 4 une extrerait* avec la sorrie de re-ou'e- 
men. (36, de la ponpe, ec A l-autre extr4«ic*, p"e/«. 
cecendeur (5, avec une encr.e (la, de recycla^e dan's la" 
cuve (1), au se.n de la charge du licuide de priparacion 
L operation de recyclage est facultative, un disoos-t- 
supprinuint cette operation *tant illustr* par la fig *3 

Pour la mise en oeuvre du dispositif pr4c4demment 
dicrit, le couvercle (2, 6tant ouvert, la cuve (i, est 
remplie compUtement avec le liquide de preparation, obtenu 
conune dicrit prec6dem«ent, et 6ventuelle«ent le lait de sta- 
bilisation *gale«ent discut* pr6c*dem«ent . Puis le couve-cle 
(2, est refermi, de maniire i op^rer ult^rieuremeat en 
1 absence de tout air a„i,ia„t. La pompe (3, est alors mise 
en fonctionnement, les diff^rents paramitres operato^-es 
et/ou mecanicues du dispositif selor. la figure (1) ayant 6te 
prealablemeat riglis, conune discut* pr6c6det«ent oour 
gen^rer et contr61er le phinom^ne de cavitation dans la "bou- 
cle (4). comme «ontr6 A la figure 2, dans le circuit de 
cavitation (4, dessin6 de mani^re droite et d6velopp6e, on 
obtient dans la veine (6, de circulation du liquide de 
preparation, des oscillations de surpression et depression, 
respectivement {6a) et (6b), s 'itablissant selon un regime 
stationnaire, et pouvant se matirialiser par des bosses et 
des creux de la paroi (4a) du circuit (4), montris en trait 
pointilies 4 la figure 2, ceci dans le cas ou cette paroi 
{4a) presents une certaine souplesse tout en resistant 4 la 
pression. Ce sont dans le^ noeuds de depression (6b) que 
s'effectue 1 • evaporation du «ilieux aqueux, et 
correiativement la formation des liposomes, et dans les 
noeuds de surpression (6a, que s'effectue 1' incorporation 
des produits lipophiles. 

Conformement 4 1- invention, un gar peut itre 
prealablement dissout au sein du liquide de preparation, 
c est-4-dire avant sa mise en mouvement. 
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Certains gas comme l'h41ium par exemple sonr peu 
solublesr^dans I'eau et ginfercnt de ce fait plus faciler.enc 
des bulles. £r. outre, plus la difference de pression existar.r 
entre les noeuds de haute pression (6a) et les ooeuds ce 
basse pression {6b) sera importante, plus la taille ces 
bulles ainsi cinerees sera grande. 

Le nornbre total de zones de supression et de 
depression dans le circuit de cavitation augmente 
proportionnellement A la longueur dudit circuit : plus ce 
nombre sera grand, plus 1 'histogramme de repartition des 
nanocapsules sera etroit. 

Au plan experimental, on a utilise un disposicif selor. 
la figure 1, eyant les caracteristiques suivantes : 

- une cuve de traitement (1) ayant un volume de 18 
litres • 

- une pompe (3) ayant un debit nominal de S5 0 
litres/heures et une pression de refoulement de 175 bars, 

- un tuyau constituant la boucle (4), ayant une 
longueur de 8 m, resistant i une pression de 250 bars; le 
volume du circuit (4) et de la pompe (3) represent ant un 
volume de 2 litres. 

Avec un dispositif tel que precedemment deer it, on a 
prepare des liposomes de vitamine E et de bleu trypan. 



EXEMPLE 1 

S'agissant des liposomes de vitamine E, pour le volume 
global de 20 litres du dispositif precedemment decrit, on a 
utilise les proportions et matieres premieres suivantes : 



phosphatidylcholine de soja 

cholesterol 

DLQCtocopherol 

acetate de tocopherol (Vitamine E) 
ascorbate de sodium 



1000 g 
80 g 
100 g 
100 g 

2 g 



eau apyrogene en quantite suffisante pour 20 litres 
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Les conditions operacoires itaienc 1 



es suivantes: 



- Pression de refoulemenc de la pompe: ,50 v,,., 
Vitesse de circulation , 

«u. b.i„. .v,c X." L: ''"-i"'. -i. c. 

«vec xe temps, pour abouf^r A nn 



SXEMPLS 2 



S'sgissant des liposomes de bl.u trv».„ 

X.s condition, op*.-.„i.-.., " Vit.^"; °" 

":or.o,rp.rs„?r./: ^-^^^^^^^^^^^^ 

derniers o« ,.rd* 100 « d. , coMC.t. ces 

St. MU=/« UlLtAr « 



d"o ".ri ti:*; .1"™"'* « 

-•.bord. =. p° oo*d* s'lr*'" "^'"ts. Tout 

t.«sitio„ dr::;" 2::ztt:: " - 

4 toutes t*««*... .«ipaile, et en peut done travaille- 
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L'tcude physique des nanoparricuies, en particulier 
ces liposomes obcenus selon 1* invention, moncre que leurs 
dimensions et leurs hisrogrammes de ripartition sont peu 
sensibles i 1' action de la temperature. 

Pour terminer, le ph^nomine de cavitation permet de 
travailler uniquement en presence de la vapeur du liquide de 
pr&paration, ou celle d'un gaz inerte volontairement 
dissout, et done en giniral en atmosphire inerte, non 
susceptible d'oxyder les matiires premiires sensibles & une 
degradation par oxydation. 
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0bci.„c „„ u^iae a. prtparHil'/*""*'^" " " '"'"n 
=o«po« ..pMpku., d-un JuVr.L" " 

«enc es^ ajuscee en-dessu* ^ t'^«Paracion en 

l'*ccul.„„, Ucui.V " " P-r 

.uiv„„ : par I'teuacion 



a m 




€ians laquelie 



* - propagation des oscillation. ^ 

m/s sciiiations de pression, en 

^ - naase volumique du iouide d*. « • 

^ cle preparation en kg/^ 



•/II uuuow 



HCr/CH90/00162 



- 13 - 

£ - module d'4l£scicite de volume dudir lieuide, er. N/m2 
D - diamecre de la v-ine de I'^coulemenr, en r. 
e - ipaisseur de la paroi canalisanc 1 'icoulemenc, en m 
E - module d'*lasticit6 de ladlte paroi en N/n. 

5) Proc*d6 selon la revendication Z, caracc4ris6 e.. 
ce que le phinomene de cavitation est obtenu par un icou^e- 
ment du liquide de preparation ayant une vitesse liniaire 
d'au moins 100 m/s dans un conduit A paroi lisse. 

6) Proced6 selon la revendication 1, caract4ris6 en 
ce que le liquide de preparation est mis en circulation dans 
un circuit comprenant une pcmpe, une cuve de traitement, et 
un cricuit de cavitation extirieur A la cuve. 

7) Proc6d6 selon le revendication 6, caract4ris6 en 
ce cue le circuit est ouvert ou fersie. 

8) Precede selon I'une des revendications 
prec6dentes, caract6ris6 en ce que le liquide de preparation 
contient^un gaz prialablement dissout. 

Precede selen I'une des revendications 
precedentes applique t la preparation de liposomes. 

10) Dispositif de production directe de 
nanoparticules incorperant une substance activecemprenant : 

une cuve de traitement, 

une pempe dent 1' entree d' aspiration communieue 
avec la cuve, 

un circuit de cavitation exterieur & la cuve 
communiquant k une extremite avec la sortie de refoulement 
de la pompe, 

des moyens pour alimenter la cuve en lieuide de 
preparation et 

dea moyens pour recueillir les nanocapsules 

obtenues . 
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